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  چكيده
 garden radishشود در اين مطالعه از گياه  آنزيم پراكسيداز در اكسيداسيون تركيبات آروماتيك استفاده مي     

(Raphanus sativus L.) فنل، : ن به عنوان منبع آنزيم پراكسيداز براي اكسيداسيون مواد شيميايي خطرناكي چو
آنزيم خام اين گياه . استفاده كرديم 62و رنگ آبي اسيدي  88آنيلين، بنزيدين، بوتاكلر، آلاكلر، رنگ قرمز اسيدي 

تغييرات . ساعت در دماي آزمايشگاه اين مواد شيميايي را به مقدار قابل توجهي حذف نمايد 24توانست در مدت 
pH اي مثال كاهش بر. توانست كارآيي اين آنزيم را تغيير دهدpH  درصد  5/0ميزان برداشت فنل را از  4به  7از
هاي آروماتيك جانشين خوبي  براي حذف آلاينده garden radishدر نتيجه گياه . درصد افزايش داد100به 
  .باشد مي

 
   ، تركيبات آروماتيكgarden radish ،Horseradishآنزيم پراكسيداز،  :واژگان گل
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...بررسي نقش آنزيم   

  مقدمه
ز آنزيمي با حضور گسترده در طبيعت پراكسيدا     

هاي سلولي  است و در واقع در تمامي ارگانيسم
ها و جانوران  ها، باكتري گياهان، مخمرها، جلبك

از جمله بيشترين مطالعاتي كه روي اين . وجود دارد
صورت گرفته است مربوط به آنزيم استخراجي از ها  آنزيم
. است L. (Horseradish) Armoracia rusticanaهاي  ريشه
هاي  ترين استفاده اين آنزيم در ساخت كيت مهم

البته از آنجايي  .ايمونوهسيتوشيمي و آنزيمي است
كه اين آنزيم از ظرفيت بالايي براي اكسيداسيون 
تركيبات فنلي برخوردار است از آن در فرآيندهاي 

، )پخت نان(مختلف صنعتي از جمله در صنعت غذا 
  .]1[شود  يميايي استفاده ميصنايع نساجي و صنايع ش

پراكسيدازها متعاقب فعال شدن با پراكسيد      
تواند بسياري از مواد آروماتيك را  هيدروژن مي

ها،  ها، فنل فنل اكسيده نمايد كه اين مواد شامل دي
ها و ديگر تركيبات هتروآروماتيك  ها، بنزيدين آنيلين

  سابهاي آروماتيك در پ كننده اين آلوده. باشد مي
هاي نفت،  پالايشگاه. بسياري از صنايع حضور دارند

هاي توليد  هاي توليد مواد شيميايي، كارخانه كارخانه
پلاستيك و رزين، صنايع نساجي و آهن و فولاد جز 

  . ]2-4[اين موارد هستند 
ها ماهيتي سمي داشته  كننده بسياري از اين آلوده    

. ستندزايي ه و براي انسان داراي خطر سرطان
پراكسيدازها با پليمريزه كردن تركيبات آروماتيكي و 

زدايي محيط  سازي آنها باعث سم نهايتاً ترسيب و جدا
همچنين با توجه به . ]2-4[شوند  از اين مواد مي

هاي  مساله بحران آب و استفاده مجدد از پساب
ها  تصفيه شده بايد به عدم آلودگي شيميايي اين آب

كي از راهكارهاي مناسب جهت نيز توجه داشت كه ي
رفع آلودگي سمي  استفاده از آنزيم پراكسيداز 

  .باشد مي
در اين پروژه به تاثير آنزيم بر روي مواد      

هاي صنعتي و مقايسه بين  شيميايي موجود در پساب

در اين  garden radishو   horseradishدوآنزيم 
  .زمينه پرداخته شده است

  
  ها مواد و روش

  

  مواد
 Raphanousبا نام علمي garden radish گياه     

sativus L.  خريداري شده ) تهران( از بازار داخلي
، گاياكول )درصد 30(پراكسيد  هيدروژن. است

(Guaiacol)  ،فسفات پتاسيم، نمك كلريد سديم، فنل
آنيلين، و بنزيدين از شركت مرك تهيه شده است، 

از سازمان  ( butachlore)بوتاكلر ،(alachlore)آلاكلر
   62حفظ نباتات تهيه شده است و رنگ آبي اسيدي

)(Acid blue 62  88و  قرمز اسيدي  (Acid red 88) 
  .از صنايع نساجي تهيه شده است

  
 (crude enzyme)تهيه آنزيم خام 

به قطعات  garden radishهاي گياه  ابتدا ريشه     
ا گردد و سپس اين قطعات كوچك ر كوچكي تقسيم مي

كن منتقل نموده وعمل اختلاط را تا  به يك مخلوط
دقيقه ادامه  5دست آمدن تركيبي  هموژن حدود  به
  . دهيم مي

  
  گيري فعاليت آنزيم اندازه

ليتر هيدروژن  ميكرو 50واكنش با افزودن      
ميكروليتر از آنزيم خام  50پراكسيد به محلول حاوي 

 pHولار، م 1/0(ليتر محلول بافر فسفات ميلي 3و 
) ميلي مولار 20(ميكروليتر گاياكول  50و  )7برابر با 

با شروع واكنش تغيير رنگ آغاز . شود شروع مي
ثانيه در  30شود كه تغييرات جذب در فواصل  مي

  . گردد نانومتر يادداشت مي 436طول موج 
  

  تعريف فعاليت آنزيم
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 ضيايي و همكاران

 1هر واحد فعاليت، مقدار آنزيمي است كه      
 25اياكول را در هر دقيقه در دماي ميكرومول گ
  .اكسيد كند 7برابر  pHگراد و  درجه سانتي

  محاسبه فعاليت ويژه آنزيم
بر ميزان )  Unit/lit(فعاليت آنزيم را برحسب       

كنيم تا  تقسيم مي) mg/lit(پروتئين كل بر حسب 
غلظت پروتئين كل . دست آيد فعاليت ويژه آنزيم به
  .شود اسبه ميطبق روش برادفورد مح

  
  تهيه مدل آلودگي

از مواد شيميايي زير با  ppm  100محلول     
ليتر آب تقطير  1از آن مواد در  mg  100كردن حل

: اين مواد شيميايي عبارتند از. دست مي آيد شده به
آنيلين، بتاكلر، بنزيدين، آلا كلر، فنل، رنگ آبي 

  . 88و رنگ قرمز اسيدي  62اسيدي
 

  يميروش تصفيه آنز
گرم  10ميلي ليتر از محلول مواد سمي 100به     

گرم پراكسيد هيدروژن افزوده  10آنزيم خام و 
دور  80(ساعت بر روي همزن 24شود و به مدت  مي

  . گردد قرار داده مي)  در دقيقه
و اسپكتروفتومتر براي تعيين  HPLCاز سيستم      

  . شود مقدار مواد شيميايي استفاده مي
شامل پمپ  (waters)كمپاني واترز HPLCم سيست     

E600دتكتور ،UV  486 و ستون C186/4×150 
ها  متر همراه با برنامه ماكسيما براي تحليل داده ميلي

فلوي جريان براي تمام مواد . باشد مي NECو پرينتر 
سيستم . باشد ليتر در دقيقه مي ميلي 1شيميايي 

 .باشد مي  visibleاز نوع  Cecielاسپكترو فتومتر مدل
گيري  اندازه HPLCبنزيدين و آنيلين بوسيله  ‚فنل
 80درصد آب و  20شود فاز متحرك شامل  مي

  وسيله  آلاكلر و بوتا كلرنيز به. درصد متانول است
HPLC شود و فاز متحرك آنها شامل  گيري مي اندازه

درصد آب ديونيزه شده  70درصد استونيتريل و  30
باشد و  راي اين مواد مختلف ميزمان ماند ب. باشد مي

ها براي محاسبه  سطح زير منحني اين كروماتوگرام
  .رود كار مي درصد پساب تصفيه شده به

 4منحني استاندارد براي مواد شيميايي بوسيله      
اين . شود غلظت متفاوت مواد شيميايي رسم مي

  .باشد مي ppm 100و 75و  50و 25ها شامل  غلظت
  

  نتايج
  

  گيري فعاليت آنزيم اندازه
فعاليت آنزيم و فعاليت ويژه آنزيم درجدول      

  . آورده شده است 1شماره 
  

  ميزان حذف مواد آروماتيك
  درصد حذف مواد آروماتيك از محلول آنها به     

  .آورده شده است 2آنزيم خام در جدول شماره وسيله 
  

  pHتاثير تغيير 
ي شد كه در بر دو ماده بررس pHتاثير تغيير      

  .نمايش داده شده است 3جدول شماره 
  

  بحث 
اي در گياهان عالي  پراكسيداز حضور گسترده     

 horseradishزميني، شلغم،  سيبمانند انجير، تنباكو، 
  . ]1[ها مانند مخمر دارد  و ميكروارگانيسم

از زماني كه تصفيه آنزيمي طراحي شده است      
اي برخوردار  يت ويژهها از اهم حداقل كردن هزينه

  هايي كه قبلاً  در آزمايش. بوده است
  

  

  فعاليت آنزيم - 1جدول شماره 
 پارامتر                                  

 

 منبع آنزيم    

 فعاليت
 

 lit
unit 

 فعاليت ويژه








mgprotein
unit 

 4/328 1/741 آنزيم خام
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...بررسي نقش آنزيم   

 
 )  =7pH(هاي مورد سنجش در اين تحقيق  كرد آنزيم خام در كاهش آلايندهعمل -2جدول شماره 

  

 درصد حذف  نام مواد شيميايي

 5/0 فنل

 5/94 آنيلين

 8/76 بنزيدين

 3/22 آلاكلر

 4/70 بوتاكلر

 8/28 62رنگ آبي اسيدي

 0/100 88رنگ قرمز اسيدي

  
  

  كبر حذف مواد آروماتي pHتاثير تغيير  - 3شماره  جدول
  

 pH درصد حذف مواد شيميايي

 4 0/100 فنل

 5/5 3/42 بنزيدين

  
خالص   horseradishتوصيف شده است پراكسيداز

تهيه شده از كمپاني سيگما با آنزيم خام تهيه شده از 
كه از سوپر ماركت محلي   horseradishريشة

خريداري شده مقايسه گرديده است و در تمام 
كند كه بازدهي  بات ميها، نتيجه مقايسه اث حالت

  .]2[باشد  فرآيند وابسته به خلوص آنزيم نمي
هاي آروماتيك سمي هستند و  ها و آمين اغلب فنل     

زنند كه باعث جهش  دانند و حدس مي بسياري مي
اين مواد در . ]2–4[شود  هاي انساني مي ژن

جمله  هاي صنايع مختلف وجود دارند من پساب
ها، توليد رزين،  پالايشگاه صنايع تبديلي زغال سنگ،

ها، مواد شيميايي آلي،  پلاستيك، مواد شوينده، رنگ
كرزول و , براي مثال فنل. صنايع توليد آهن و استيل

گزيلن بوسيله كربنيزاسيون زغال سنگ در دماي بالا 
 .شوند توليد مي

ها  هاي متعددي براي جداسازي اين آلودگي روش     
كاهش ميكروبي، : ود مانندش ها استفاده مي از پساب

جذب بر روي كربن فعال شده، اكسيداسيون 
. ]2[شيميايي، استخراج حلال و فرآيند جذب غشايي 

بعضي از . ها اغلب مفيد نيستند متاسفانه اين روش
هزينه بالا، بازدهي : آنها، مشكلات جدي دارند مانند

پايين، درجه خلوص پايين و تشكيل محصولات 
هاي جديد براي حل مشكل  ن راه حلبنابراي. خطرناك

ها استفاده از  يكي از اين راه. ها لازم است تصفيه پساب
هاي  براي تصفيه پساب  horseradish peroxidaseآنزيم

  .]1- 6[هاي آروماتيك است  تركيبات فنلي و آمين
جاي  به garden radishدر اين تحقيق از آنزيم      

horseradish  انتخاب شدند كه هم موادي استفاده شد و
باشند و هم مصارف صنعتي  داراي سميت بالايي مي

اين ماده در . ابتدا فنل انتخاب گرديد. زيادي دارند
هاي توليد  پساب پالايشگاه، پتروشيمي و كارخانه

فنل پروتئينها را از . .شود مواد شيميايي يافت مي
راحتي از سطح پوست  حالت طبيعي خارج كرده و به

آور است و رنگ پوست  د، سوزششو جذب مي
فنل سريعاً . شود اي مي متعاقب تماس با آن قهوه

صورت تركيب با گلوكرونايد دفع  ها به توسط كليه
 .]7[گردد  در انسان ميشود و باعث ايجاد سرطان  مي

ها يافت  بنزيدين نيز همانند فنل در پساب كارخانه
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 ضيايي و همكاران

هاي  شود و ضمناً اين ماده در آزمايش مي
اين ماده بر روي . رود اسي به كار ميشن خون
هاي حيوانات آزمايشگاهي تاثير گذاشته و باعث  ژن

  ].7-9[شود  ها مي ايجاد سرطان مثانه در انسان
آنيلين و ديگر تركيبات مرتبط با آن در سنتز      
ها،  ها، ضدقارچ هاي آنيليني، رابر، پلاستيك رنگ

. برد داردهاي سوختي كار توليدات دارويي و افزودني
كند و باعث ايجاد  آنيلين به آساني در پوست نفوذ مي

دو ماده ديگر ]. 7[شود  هموگلوبينمي در خون مي مت
كش  عنوان علف كه مصارف كشاورزي دارند و به

شوند آلاكلر و بوتاكلر هستند كه مورد  استفاده مي
در  آلاكلر كه به مقدار وسيع. اند آزمايش قرار گرفته

شود داراي  اي استانيليد استفاده ميه كش بين علف
 ]11، 10[باشد سميت سلولي براي موش صحرايي مي

و بوتاكلر نيز اگر چه داراي سميت پاييني براي 
جانوران است ولي داراي پتانسيل ايجاد 

  باشد هاي پوستي آلرژيك در انسان مي حساسيت
دو ماده ديگر مورد آزمايش رنگ قرمز . ]11،10[

است كه در رنگهاي  62آبي اسيدي و رنگ  88اسيدي 
نساجي و شوينده ها مصرف دارند، رنگ قرمز 

 2000طبق گزارش منتشر شده در سال  88اسيدي 
جز ... بوتادين و-3و1به همراه بنزن، اكسيد اتيلن، 

 62، رنگ اسيدي آبي ]12[باشد  زا مي مواد سرطان
هاي ميكرونوكلئوتيد  نيز تواتر اريتروسيت

 ا در مغز استخوان موش افزايش كروماتيك ر پلي

 
  .]12[دهد  مي
مقايسه بين ميزان برداشت تركيبات آروماتيك      

مانند فنل، آنيلين و بنزيدين تشابه عملكرد آنزيم 
garden radish  را با آنزيمhorseradish نشان داد .

ميزان حذف فنل مطابق با مقالات قبلي در اين زمينه 
  كمتر از مطالعات قبلي ميزان حذف بنزيدين ]1[بود

و ميزان حذف ) درصد 94/99درصد در مقابل  8/76(
دست آمده حاصل از مطالعات  آنيلين بيشتر از رقم به

در ). درصد 5/62درصد در برابر  5/94(پيشين بود 
مورد موادي چون آلاكلر، بوتاكلر، رنگ آبي اسيدي 

آزمايشي در اين زمينه  88و رنگ قرمز اسيدي  62
مجموع رفته بود ولي نتايج در صورت نگ

كه ) 2جدول شماره نگاه كنيد به (بخش بودند  رضايت
آنزيمي جانشين مناسبي توان نتيجه گرفت اين منبع  مي

   .است horseradishبراي آنزيم 

 
  تشكر و قدرداني

وسيله از سازمان حفظ نباتات كه سموم  بدين     
تشكر و  الذكر را در اختيار پژوهشكده قرار دادند فوق

 .گردد قدرداني مي
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